
_^rp WELTORGANISATION FOR GEISTIGES 2W6NTUM _ 



(51) Internationale Patentklassifikation 5 : 
C12N 5/00, A61K 39/12 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: 
(43) Internationales 



Veroffentiichungsdatum : 



WO 91/09935 

11. Juli 1991 (11.07.91) ; 



(21) Internationales Aktcnzeichen : 

(22) Internationales Anmeldedatum 



PCT/AT90/00128 
21. Dezember 1990 (21.12.90) 



(30) Prioritatsdaten: 
A 2928/89 



22. Dezember 1989 (22.12.89) AT 



(71) Anmelder (fur atte Bestimmungsstaaten ausser US): IM.MU- 
NO AKTIENGESELLSCHAFT [AT/ ATI; Industne- 
strafce 67, A- 1221 Wien (AT). 

?l)Erfinde^ielder (nurjur US) : *^VT™*mlW 
ATI; Florianigasse 57/6, A-l 080 Wien (AT). BARRETT, 
Noel [IE/ ATI; Steinwandgasse 6A, A-3400 Mosteraeu- 
burg/Weidling (AT). DORNER, Friedrich [AT/AH; Pe- 
terlinigassc 17, A-1230 Wien (AT). EIBL, Johann [AT/ 
AT)* Gustav Tschermakgasse 2, A- 11 80 Wien (AT). 



(74)Anwalt: WOLFRAM, Gustav; Schwindgasse 7, P.O. Box ( 
205, A-1041 Wien (AT). 

(81) Bestimmungsstaaten: AT (europaisches Patent), BE (euro- 
paisches Patent), CA, CH (europaisches Patent) DE 
(europaisches Patent), DK (europaisches Patent), ES ; 
(europaisches Patent), FI, FR (europaisches Patent), GB i 
(europaisches Patent), GR (europaisches Patent), HU, | 
IT (europaisches Patent), JP, LU (europaisches Patent), j 
NL (europaisches Patent), NO, SE (europaisches Pa- i 
tent), SU, US. | 



Veroffentlicht . 

Mit internationalem RecherchenbenchL 



(54)Title: MATRIX WITH 
TIGENS 



ADHERENTLY BOUND CELLS AND PROCESS FOR PRODUCING VIRUSES/VIRUS AN- 



(54) Bezeichnang 



: MATRIX MIT DARAN ADHARENT GEBUNDENEN ZELLEN, SOW1E VERFAHREN ZUR PRO : 



DUKTION VON VIRUS/VIRUSANTIGEN 



(57) Abstract 

cation until a galenically acceptable composition is obtained. 
(57) Zusammenfassung 

Die Erfmdung besteht in einer Matrix, also einem Tragermaterial, mit da™adh?»it ^^^^^^J^- 
SSStivieren und Reinifen zu cinem galenisch akzeptablen Praparat aufgearbeitet mrd. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Code, die zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die 
Internationale Anmeldungen gemass dem PCT veroffentUchen. 



AT Ostcrreich ES 

AU AustraUeo Pl 

BB Barbados FR 

BE Belgien CA 

BF Burkina Faso GB 

BG Bulgarien C N 

BJ Benin GR 

BR Brasilten 

CA Kanada 

CF Zentraie Afrikanische Republik JP 

CC Kongo KP 

CH Schwect KR 

CI Cote d'lvoirc Ll 

CM Kamcrun ^ 

CS Tschechostowakei LU 

DE Dcutschland MC 

DK Dancraark MG 



Spanien 
Finnland 
Frankrcich 
Gabon 

Vcrcinigtcs Konigrcich 

Guinea 

Gricchcnland 

Uogarn 

Itatien 

Japan 

Demokratischc Volksrepublik Korea 

Republik Korea 

Liechtenstein 

Sri Lanka 

Luxemburg 

Monaco 

Madagascar 



ML 


Mali 


MN 


Mongotei 


MR 


Mauritantcn- 


MW 


Malawi 


NL 


Niederlandc 


NO 


Norwegcn 


PL 


Polcn 


RO 


Rumanteo 


SO 


Sudan 


se 


Schwcdcn 


SN 


Senegal 


su 


Soviet Union 


TO 


Tschad 


TC 


Togo 


US 


Vcreinigic Staaten von Amcrika 



WO 91/09935 



PCT/AT90/00128 



1 

Matrix mit darah adharent qebundenen Zellen, sowie Verfahren 
zur Produktion von Virus/Virusantiqen 

Die Erfindung betrifft eine Matrix mit daran adharent 
gebundenen menschlichen Oder tierischen Zellen, sowie ein 
Verfahren zur Produktion von Virus /Virusantigen, 
insbesondere von Friihsommer-Meningoenzephalitis- (FSME)- 
Virus -Antigen * 

Infektionen mit dem Virus der Friihsomraer-Meningoenzephalitis 
(FSME) werden seit dem 2. Weltkrieg in Europa beobachtet. In 
Osterreich, in Siiddieutschland und in der Tschechoslowakei 
werden jedes Jahr mehrere hundert Patienten aufgrund einer 
FSME-Inf ektion stationar behandelt. 

Das FSME-Virus wird der Familie der Flaviviren zugeordnet, 
der friiheren serologischen Gruppe B der Arboviren, die einen 
Genus der Virusf amilie Togaviridae darstellt. 

Gegen eines der wichtigsten und haufigsten Enzephalitis-Er- 
reger beim Menschen, das Japanische Encephalitis-B-Virus, 
gibt es seit langerer Zeit Totimpf stof f e . Diese Totimpf- 
stoffe werden aus dem Gehirn infizierter Mause gewonnen, 
gereinigt, und sind als sicher und wirksam anerkannt (Hoke 
et al., N.Engl. J.Med* , 319 , 608 (1988)). 

Seit dem Jahr 1976 ist ein Impfstoff gegen FSME verfiigbar 
und von den Gesundheitsbehorden zugelassen. Zur Herstellung 
dieses Impfstof fes wird das Virus im Gehirn infizierter 
Baby-Mause angeziichtet, in Hiihner embryonal zellen vermehrt, 
mit Formalin inaktiviert und dann einem effizienten Reini- 
gungsverf ahren unterworfen (Heinz et al., J.Med. Virol . / 
103 (1980)). 

In der Literatur werden eine Reihe von Moglichkeiten zur 
Vermehrung von Arboviren im Hinblick auf eine mogliche 
Impfstof f herstellung beschrieben. Die heute am meisten 
verwendete Methode ist die Beimpfung von 
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Hiihnerembryonalfibroblasten mit einem aus dem Maushirn 
gewonnenen FSME-Saatvirus und die Kultivierung der beimpften 
Zellen. Diese Methode erfordert eine aufwendige Reinigung 
des Antigens, urn komplexes, heterologes biologisches Materi- 
al zu entfernen und um bei wiederholter Verabreichung von 
daraus gewonnenen Impf stof f dosen einen sensitivierenden 
Effekt bei den Impflingen zu vermeiden. 

Fur die Bereitstellung der Hiihnerembryonalzellen muJi von 
SPF(= specific pathogen free)-Eiern ausgegangen werden. 
Diese SPF-Eier inussen zur Auf rechterhaltung ihres SPF-Status 
vor jeder Verwendung einer Vielzahl von lahgwierigen Unter- 
suchungen unterzogen werden. 

Weiters zeigen Hiihnerembryonalzellkulturen nur geringe 
Generations zahlen bei der Weiterzucht, wodurch der Chargen- 
groBe Grenzen gesetzt sind, ein schwieriges Sterilhalten der 
Primarkulturanzucht und keine Konstanz der Qualitat der 
primaren Zellen in bezug auf Virusvermehrung und Antigen- 
produktion . 

Diese Nachteile bestehen nicht nur bei den Verfahren zur 
Produktion von FSME-Virusantigen, sondern bei der Antigen- 
herstellung ganz allgemein. 

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, die Produktion von 
Virus /Virusantigen, insbesondere von 

FSME-Virus/Virusantigen, so zu verbessern, dafl die oben 
genannten Nachteile beseitigt werden und ein Verfahren zur 
Zuchtung von Virus /Virus antigen in Zellkulturen zur 
Verfiigung zu stellen, das insbesondere eine Produktion im 
grofitechnischen MaBstab erlaubt, wobei gleichzeitig die 
Kultur auf einfache Weise steril gehalteh werden kann. 
Weiters soil die Abgabe unerwiinschter zellularer Proteine in 
den Kulturiiber stand minimiert werden. 
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Zur Losung der beschriebenen Aufgabe wird eine Matrix zur 
Verfiigung gestellt, d.h. ein Tragermaterial , rait daran 
adharent gebundenen menschlichen Oder tierischen Zellen, 
wobei die Zellen mit Virus infiziert sind. Die Erfindung 
beruht auf der Erkenntnis, da/V oberf lachenabhangige Zellen/ 
die zur Virusvermehrung geeignet sind, selbst in virusinfi- 
ziertem Zustand an einer Matrix adharent gebunden bleiben, 
iiber relativ lange Zeit kontinuierlich Virusantigen produ- 
zieren und in das Kulturmedium abgeben. 

Es ist moglich, die mit infizierten Zellen beladene 
erf indungsgemMfle Matrix einige Tage bei einer Temperatur 
zwischen 0°C und 8°C aufzubewahren, also unter Bedingungen, 
bei denen der Zellmetabolismus und damit die Virusproduktion 
unterbunden sind. Eine derartig aufbewahrte Matrix kann in 
der Folge problemlos durch Einbringen in ein Kulturmedium 
und Einstellen der jeweiligen Kultivierungsbedingungen zur 
Virusantigenproduktion verwendet werden. Die erf indungsgema- 
fle Matrix stellt somit eine Ausgangskultur dar, die mit 
konstanter Qualitat und Aktivitat auf Vorrat produziert 
werden kann, deren Zustand hinsichtlich Sterilitat leicht 
iiberpriifbar ist und die jederzeit zur Virusantigenproduktion 
herangezogen werden kann. 

Die Bindung der antigenproduzierenden Zellen an den Trager 
gestattet weiters eine iiberaus einfache Handhabung der 
virusinf izierten und produktionsbereiten Zellen. So ist es 
beispielsweise moglich, die Virus/Virusantigenproduktion 
kontinuierlich in einem Perfusionsreaktor durchzuf uhren. Die 
Abtrennung der Zellen vom antigenhaltigen Medium wird durch 
ihre Bindung an die Matrix wesentlich erleichtert, wodurch 
die erf indungsgemafle Matrix die Produktion von 
Virus/Virusantigen im groBtechnischen Mafistab vereinfacht. 
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Eine bevorzugte Ausf uhrungsform der erf indungsgemafien Matrix 
besteht darin, dafl als adharent gebundene Zellen Vero-Zellen 
ATTC CCL 81 vorgesehen sind, welche vorzugsweise zur Produk- 
tion von Friihsommer-Meningo-enzephalitis- (FSME) -Virus- 
Antigen vorgesehen sind und daher mit FSME-Virus infiziert 
sind. 

Die an der Matrix adharent gebundenen Zellen konnen aber 
auch mit Flavivirus oder mit Arenavirus infiziert sein. 

Als Material fiir die Matrix hat sich Glas, quervernetztes 
Dextran, Gelatine oder Kunststof f als gut geeignet erwiesen, 
wobei die Matrix am besten als Microcarrier ausgebildet 1st, 
dessen Teilchendurchmesser vorzugsweise im Bereich zwischen 
100pm und 3000pm liegt. Diese Microcarrier konnen eine 
glatte Oberflache oder eine porose Strukturierung aufweisen. 

Eine weitere zweckmafiige Ausf uhrungsform der erf indungsgema- 
Ben Matrix ist dadurch gekennzeichnet, dafl an ihrer Oberfla- 
che pro cm 2 zwischen 1x10 s und 4x10 s Zellen adharent gebun- 
den sind* 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Produktion von 
Fruhsommer-Meningoenzephalitis- ( FSME) -Virus-Antigen unter 
Verwendung der erf indungsgemaflen Matrix, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daft oberflachenabhangige permanente Zellen, 
vorzugsweise die Vero-Zellen ATTC CCL 81, mit dem FSME-Virus 
beimpf t werden und die Zellen in einem serumfreien Medium 
unter Auf rechterhaltung ihrer Lebensf ahigkeit an einer 
Matrix adharent gebunden gehalten werden, urn eine Antigen- 
bildung und eine Antigenabgabe an das Medium aufrecht zu 
erhalten, worauf das antigenhaltige Medium von den tragerge- 
bundenen Zellen getrennt und in bekannter Weise durch 
Aufkonzentrieren, Inaktivieren und Reinigen zu einem gale- 
nisch akzeptablen Praparat auf gearbeitet wird. 
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Die Verozellinie ATTC CCL 81 wird aus dem Nierengewebe der 
griinen Meerkatze ( Cercopithecus aethiops) gewonnen und kann 
in serumfreiem Medium metabolisch aktiv gehalten werden. Fiir 
eine solche permanente Zellinie wird eine Muttersaatzellbank 
und eine Arbeitssaatzellbank einmal angelegt und alle 
Untersuchungen auf kontaminierende Substanzen durchgef iihrt . 
Diese permanente Zellinie ist somit genau charakterisierbar 
nicht nur im Hinblick auf Freiheit yon kontaminierenden 
Mikroorganismen, sondern auch auf Wachstumsverhalten, 
Anzucht, Vermehrungsverhalten und - wenn einmal optimiert - 
als konstant zu betrachten. 

Beim erf indungsgemaBen Verfahren werden vorzugsweise Vero- 
zellen verwendet, die auf Microcarriern gebunden sind. 
Dadurch kann eine hohe Zelldichte erreicht werden, die bei 
den bisher benutzten primaren Zellkulturen weder in Roux- 
flaschen noch in Suspension erreichbar war und eine erheb- 
liche Ausbeutesteigerung an Virus und an Virusantigen pro 
Fermentationsvolumen ermoglicht. 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung des erf indungsgemafien 
Verfahrens besteht darin, daB die Virusvermehrung und 
Antigenbildung in einem kontinuierlich betriebenen Perfusi- 
onsreaktor wahrend einer Dauer von mindestens 5 Tagen, bei 
einer Teraperatur zwischen 34 und 37°C, durchgef iihrt wird, 
wobei die Perfusion mit einer Perfusionsrate von 0,3 bis 10 
v/v/Tag durchgef iihrt werden kann. Im Perfusionsreaktor kann 
weiters eine eine Zelldichte von 2 x 10 s bis 2 x 10 xo Zellen 
pro Liter Fermentationsvolumen, letztere bei einem 
Flieflbett-Fermenter, vorgesehen werden. 

Die erf indungsgemafie Virusvermehrung in einer Perf usionskul- 
tur ermoglicht eine im Vergleich zu einer chargenweisen 
Kultivierung wesentliche Verkiirzung der durch die Perfusi- 
onsrate vorgegebenen Verweilzeit des Virus- und des Virusan- 
tigens im Medium* Durch die kurzere Verweilzeit kommt es zu 
einer weit geringeren thermischen Inaktivierung und damit zu 
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einer hoheren Produktivitat des erf indungsgemaBen Verfah- 
rens. So kann im Perf usionsmedium eine Antigenkonzentration 
von 1 bis 10 vg/ml erreicht und aufrecht erhalten werden. 

Beim erf indungsgemafien Verfahren konnen auf einfache Weise 
die zur Kultivierung optimalen Bedingungen eingestellt 
werden. AuBerdera sind zur Durchf ilhrung wesentlich gerihgere 
Manipulationen erforderlich als bei alien bekannten Verfah- 
ren, was eine grofiere Sicherheit im Umgang mit dem infekti- 
osem Material bedeutet und ein kontinuierliches rasches 
Aufarbeiten des Virus und der Virusantigene aus dem Kultur- 
medium ermoglicht. 

Die Herstellung des Virus inokulums , die Anzucht der Zellen 
fur die Virus- bzw. Virusantigenproduktion und die eigent- 
liche Virus- bzw. Virusantigenproduktion werden nachstehend 
naher beschrieben. 

1. Virusinokulum 

Zellen (z.B, Vero ATTC CCL 81) werden in Rollerf laschen bei 
37°C bis zur Konfluenz angeziichtet und mit 1 ml einer 
Saatvirussupension infiziert. Ab dem 2- Tag nach Infektion 
wird taglich ein halber Medienwechsel mit serumfreiem Medium 
durchgef iihrt. Die Medieniiberstande vom 4. bis zura 8. Tag 
enthalten 2-5 x 10* 7 p.f .u. pro ml und werden bis zu ihrer 
Verwendung als Virusinokulum bei -20 °C gelagert. 

2. Anzucht der Zellen fur Virus /Virusantigenproduktion 

Ausgehend von den in Flussigstickstof f gelagerten ATTC CCL 
81 Arbeitssaatzellen, wird eine Vermehrung dieser Zellen in. 
Gewebekulturf laschen durchgef iihrt bis eine Zellmenge er- 
reicht 1st, die es erlaubt, einen Fermenter zu inokulieren. 
Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgt in Fermentati- 
onsgefaBen bei 37 °C, wobei man den adharent wachsenden 
Arbeitssaatzellen moglichst viel Oberf lache zum Anhaften zur 
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Verfiigung stellen soil. Solche groflen Oberflachen bieten 
sich in der Verwendung von Rollerf laschen aus Glas oder 
Polystyrol Oder in der Verwendung von Microcarriern (MC) an. 
Am besten sind MC aus quervernetztem Dextran mit einer GroBe 
zwischen 170jim und 250p/m geeignet. 

Die mit Saatzellen beladenen MC werden bei 37 °C kultiviert 
bis eine Zelldichte von 1.10 s - 4.10 s Zellen pro cm 2 
erreicht 1st. Diese Zelldichte ist im allgemeinen nach sechs 
Tagen erreicht. Wahrend der Kultivierung kommt es zu einer 
vollstandigen Uberwachsung der Microcarrier mit Zellen, 
wobei schliefllich einzelne Microcarrier iiber den auf ihrer 
Oberf lache- haftenden Zellrasen miteinander zur Gruppen 
verwachsen konnen. 

3 . Virus/Virusantigenproduktion 

Nachdem die angegebene Zelldichte erreicht wurde, werden zur 
Herstellung der erf indungsgemaflen Matrix die am MC gebunde- 
nen Zellen mit dem Virusinokulum infiziert (1-0,01 
pfu/Zelle, bevorzugt 0/i pfu/Zelle). Die erf indungsgemafle 
Matrix kann einige Tage bei einer Tempera tur zwischen 0°C 
und 8°C gelagert werden Oder sofort zur Virusantigenproduk- 
tion verwendet werden. 

Zur Antigenproduktion werden die mit infizierten Zellen 
beladenen MC in einen Perfusionsreaktor eingebracht. Ab 
diesem Zeitpunkt der Virusinf ektion wird in der Kultur nur 
serumfreies Medium verwendet, das kontinuierlich durch den 
Perfusionsreaktor gepumpt wird, wahrend die auf den Micro- 
carriern kultivierten Zellen mittels einer Riickhaltevorrich- 
tung im Reaktor zuriickgehalten werden. Im ablaufenden 
Kulturmedium befindet sich ab dem 2. Tag nach Inf ektion 
Virusantigen in hoher Konzentration und kann mindestens 10 
Tage daraus kontinuierlich gewonnen werden. 
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Mit den nachf olgenden Beispielen wird das erf indungsgemaBe 
Verfahren noch weiter erlautert. Die Bestimmung des Virus- 
antigens erfolgte in alien Beispielen mit einem Antigen- 
ELISA. 

Beispiel 1 

Vero-Zellen ATCC CCL 81 wurden in einem 6-1-Fermenter auf 
Microcarrier (Cytodex 3 der Firma Pharmacia) bei 37° C bis 
zu einer Zellzahl von 2xlO e pro ml Kulturmedium (DMEM = 
Dulbecco's Eagle Medium) kultiviert und 

a) mit FSME -Virus (0,1 pfu/Zelle) infiziert und die 
Virusvermehrung chargenweise durchgef iihrt 

Tabelle 1 

Tage nach Inf ektion Virus/Virusantigen 

jig /ml 



2 


0,20 


3 


0,70 


4 


1,60 


5 


2,70 


6 


4,00 


7 


3,80 


8 


2,90 



Die Produktivitat betrug pro 1 Fermentat ions vo lumen 
4 nig Virus/Virusantigen, 

b) mit FSME -Virus (0,1 pfu/Zelle) infiziert und Kultur- 
medium (DMEM) kontinuierlich mit 0,5 
Volumen/Fermentervolumen/Tag perfundiert 
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Tabelle 2 

Tage nach Infektion Virus/Virusantigen 

/ig/ml 



2 


0,30 


3 


1,60 


4 


4,50 


5 


4,50 


6 


2,50 


7 


3,20 


8 


2,90 


9 


2,50 


10 


2,30 



Die Produktivitat betrug pro 1 Fermentationsvolumen 
13,7 mg Virus/Virusantigen. 



c) mit FSME -Virus (0,1 pfu/Zelle) infiziert und Kultur- 
• medium (DMEM) kontinuierlich mit 1 
Volumen/Fermentervolumen/Tag perfundiert 

Tabelle 3 

Tage nach Infektion Virus/Virusantigen 

jig/ml 



2 


0,45 


3 


1,40 


4 


2,00 


5 


2,00 


6 


1,70 


7 


1,60 


8 


1,10 


9 


1,10 


10 


0,90 
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Die Produktivitat betrug pro 1 Fermentationsvolumen 
12/4 mg Virus/Virusantigen . 

Beispiel 2 

Vero-Zellen (ATCC CCL 81) wurden in einem 40-1-Fermenter auf 
Microcarrier (Cytodex 3 der Firma Pharmacia) bei 37° C bis 
zu einer Zellzahl von 2xlO e Zellen/ml kultiviert und nach 
Infektion mit FSME -Virus (0,1 pfu/Zelle) kontinuierlich mit 
Medium (DMEM) (0/33 Vol/Fermentervolumen/Tag) perfundiert. 

Tabelle 4 

Tage nach Infektion Virus /Virus antigen 

jjg/ml 



2 


1,60 


3 


3,50 


4 


5,00 


5 


4,30 


6 


4,00 


7 


2,90 


8 


2,70 


9 


2,10 


10 


2,00 



Die Produktivitat betrug pro 1 Fermentationsvolumen 
10/7 mg Virus/Virusantigen. 

Beispiel 3 

Vero-Zellen (ATCC CCL 81) wurden in einem 40-1-Fermenter auf 
Microcarrier (Cytodex 3 der Firma Pharmacia) bei 37°C bis zu 
einer Zellzahl von 3xl0 6 Zellen/ml kultiviert und nach 
Infektion mit FSME -Virus (0,1 pfu/Zelle) kontinuierlich mit 
Medium (DMEM) (1 Vol/Fermentervolumen/Tag) perfundiert. 
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Tabelle 5 

Tage nach Infektion Virus /Virusantigen 

yg/ml 



2 


1,10 


3 


3,80 


4 


3,90 


5 


3,00 


6 


2,30 


7 


2,20 


8 


2,00 


9 


3,15 **) 


10 


2,30 



**) Perf usionsrate wurde auf 0,5 V/Fermenter- 
volumen/Tag reduziert 

Die Produktivitat betrug pro 1 Fermentationsvolumen 
21,7 mg Virus/Virusantigen . 

Beispiel 4 

Vero-Zellen (ATCC CCL 81) wurden in 150-1-Fermenter auf 
Microcarrier (Cytodex 3 der Firma Pharmacia) bei 37° C bis 
2xlO e /ml kultiviert und nach Infektion mit FSME -Virus (0,1 
pfu/Zelle) kontinuierlich mit Medium (DMEM) (0/33 
Vol /Ferraentervolumen/Tag ) per f undiert • 

Tabelle 6 

Tage nach Infektion 



2 0,20 

3 1.90 

4 2,40 

5 4,80 



Virus /Virusantigen 
jig/ml 
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Fortsetzung Tabelle 6 

Tage nach Infektion Virus /Virusantigen 



6 5,40 

7 4,10 

8 4,40 

9 3,20 
10 4,50 



Die Produktivitat betrug pro 1 Fermentationsvolumen 
14,7 mg Virus /Virusantigen. 
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Patentanspriiche : 

1. Matrix mit daran adharent gebundenen menschlichen oder 
tierischen, virusinf izierten Zellen zur Produktion von 
Vims/Virusantigen . 

2. Matrix nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daft als 
adharent gebundene Zellen Vero-Zellen ATTC CCL 81 vorgesehen 
sind. 

3. Matrix nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daft die adharent gebundenen Zellen mit Fruhsommer-Meningo- 
enzephalitis-(FSME) -Virus infiziert sind. 

4. Matrix nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daft die adharent gebundenen Zellen mit Flavivirus oder mit 
Arenavirus infiziert sind. 

5. Matrix nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft sie aus Glas, quervernetztem Dextran, Gelatine 
oder Kunststoff besteht. 

6. Matrix nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft sie 
als Microcarrier ausgebildet ist. 

7. Matrix nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daft an ihirer OberflSche pro cm 2 
zwischen 1x10 s und 4x10 s Zellen adharent gebunden sind. 

8. Verfahren zur Produktion von Friihsommer-Meningoen- 
zephalitis-(FSME) -Virus-Antigen unter Verwendung einer 
Matrix nach einem der Anspriiche 1 bis 3 oder 5 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daft oberf lachenabhangige perroanente 
Zellen, vorzugsweise die Vero-Zellen ATTC CCL 81, mit dem 
FSME -Virus beimpft werden und die Zellen in einem 
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serumfreien Medium unter Auf rechterhaltung ihrer Lebensfa- 
higkeit an einer Matrix adharent gebunden gehalten werden, 
um eine Antigenbildung in den Zellen und eine Antigenabgabe^, 
an das Medium aufrecht zu erhalten, worauf das antigen- 
haltige Medium von den tragergebundenen Zellen getrennt und 
in bekannter Weise durch Auf konzentrieren, Inaktivieren und 
Reinigen zu einem galenisch akzeptablen Praparat aufgearbei- 
tet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Virusvermehrung und Antigenbildung in einem 
kontinuierlich betriebenen Perf usionsreaktor wahrend einer 
Dauer von mindestens 5 Tagen bei einer Temperatur zwischen 
34 und 37°C durchgef tihrt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daB 
die Perfusion mit einer Perf usionsrate von 0,3 bis 10 
v/v/Tag durchgef uhrt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
im Perfusionsreaktor eine Zelldichte von 2 x 10 9 bis 2 x 
10 10 Zellen pro Liter Fermentationsvolumen, letztere bei 
einem Fliefibett-Fermenter , vorgesehen wird. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 8 bis 
11, dadurch gekennzeichnet, daB im Medium eine 
Virus/Virusantigenkonzentration von 1 bis 10 iig/ml aufrecht 
erhalten wird. 
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